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Laboratorio di Biochimica dei sistemi complessi
Valuteremo gli effetti di un potenziale farmaco 
antitumorale attraverso una serie di esperimenti:
• Determinazione della concentrazione efficace per 
indurre un effetto citotossico
• Valutazione dell’induzione di apoptosi
• Valutazione del ciclo cellulare ed eventualmente  
del potenziale mitocondriale
• Valutazione della morfologia cellulare
Da anni collaboriamo con il Prof. Andreani e la Prof.ssa 
Rambaldi e il loro gruppo. Il loro interesse da tempo si
e’ focalizzato su derivati indolinonici variamente
sostituiti
In particolare  alcuni derivati  2-indolinonici 
rappresentano una serie di eterocicli con ponti 
metilenici che hanno dimostrato avere  effetti 
inibitori sul binding della colchicina alla tubulina e 
bloccare la polimerizzazione della tubulina.
Inibitori della tubulina
colchico
vinca
mandragora
tasso
Combretum
caffrum

I microtubuli
• La tubulina è un dimero di p.m. 110.000, 
formato da due subunità di sequenza 
amminoacidica simile, chiamate tubulina α e 
tubulina ß. 
• I dimeri di tubulina polimerizzano a formare 
lunghe catene chiamate protofilamenti. 
• Nella cellula i protofilamenti sono assemblati 
a gruppi di tredici in una struttura che nel 
complesso forma il microtubulo. 
• I protofilamenti si avvolgono a spirale di 
passo sinistrorso e decorrono paralleli tra di 
loro intorno all'asse del microtubulo 
Citologia BCM /BU
Formazione dei microtubuli
• Il primo stadio di formazione è detto nucleazione e richiede
tubulina, magnesio e GTP. Questa fase è molto lenta fino
all’inizio della formazione. La seconda fase è detta
allungamento, e procede molto più rapidamente.
• Durante la fase di nucleazione una molecola di alfa e una di
beta tubulina si uniscono a formare un eterodimero. Questo si
unisce ad altre molecole di tubulina a formare un oligomero
che si allunga a formare i protofilamenti
• Ogni dimero trasporta due molecole di GTP (guanintrifosfato),
ma solo quello legato alla beta tubulina sembra essenziale.
Citologia BCM /BU
Formazione dei microtubuli
• Ogni volta che una molecola di tubulina si lega al
complesso polimerico il GTP è idrolizzato a GDP.
• L’idrolisi del GTP avviene a 37 °C e si blocca a 4° C.
• Sembra dimostrato che l’idrolisi del GTP non sia
necessaria per la sintesi ma essenziale per la
depolimerizzazione.
Citologia BCM /BU
GTP  GDP C terminale
N terminale
Fondamentale per il 
mantenimento del 
protofilamento o per 
la depolimerizzazione 
e’ la conformazione 
Figure 16-16c Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)
Formazione dei microtubuli
• La formazione dei microtubuli avviene
in un area denominata MTOC o centro
organizzatore dei microtubuli
• I microtubuli sono polarizzati con una
parte negativa a crescita lenta (ove
arrivano le molecole di GTP) e una
parte positiva a crescita rapida. La
porzione negativa è collegata con il
MTOC.
• Nell’interfase il MTOC prende il nome
di centrosoma localizzato vicino al
nucleo e associato con due centrioli
circondati da materiale pericentriolare
Citologia BCM /BU
I microtubuli come bersaglio     
(chemo)terapeutico
I farmaci che  colpiscono la dinamica tubulina/microtubuli 
si legano normalmente alla tubulina e sono definiti agenti 
antimitotici per l’effetto eclatante in mitosi, anche se in 
realtà hanno spesso anche altri bersagli
Paclitaxel
normal chromatin 
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Le molecole agiscono sul microtubulo attraverso il legame 
con la tubulina principalmente in 4 siti di legame e 
possono favorire la stabilizzazione (colchicina o gli alcaloidi 
della vinca ) o la depolimerizzazione del microtubulo 
(tassani o laulimalide):
Laulimalide promuove l’assemblaggio del microtubulo di tubulina. Il suo 
sito di legame all’esterno della beta-tubulina e’ stato determinato 
recentemente (2010) ed e’ separato dal sito di legame dei tassani, che si 
legano invece nella parte interna della Beta-tubulina.
I tassani (paclitaxel, docetaxel) sono ampiamente usati in terapia per il 
trattamento dei tumori del polmone, vescica, ovaio, seno.
Promuovono la stabilizzazione della tubulina, interferendo con la 
dinamica dei microtubuli.
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Gli alcaloidi della Vinca (vincristina, vinorelbina, vinblastina) 
promuovono la depolimerizzazione dei microtubuli, legando una o 
alcune molecole di tubulina all’estremita’ del microtubulo, ma non 
copolimerazzano con esse.  
La colchicina lega ad alta affinità la tubulina e può copolimerizzare nei 
microtubuli. Tuttavia il legame  induce una curvatura nel dimero che 
risulta destabilizzato e inibisce l’assemblaggio del microtubulo.
Post-mortem examination of the esophagus. Light microscopy reveals numerous
epithelial cell mitotic arrests at different stages of the cell-division process (arrows), a 
characteristic feature of colchicine toxicity (hematoxylin–eosin, scale bar=10 μm).
Paziente con pericardite trattato con colchicina
Gli alcaloidi della vinca e i tassani e i loro derivati 
sintetici sono entrati nella farcopea ufficiale per 
la cura di molte malattie, in primis nella terapia 
antitumorale.
Yan Lu, Jianjun Chen, Min Xiao, Wei Li & 
Duane D. Miller
An Overview of Tubulin Inhibitors That 
Interact with the Colchicine Binding Site
Pharm Res (2012) 29:2943 – 2971
tipo autoimmune) e febbre mediterranea familiare 
(malattia genetica). Recentemente la FDA ha approvato 
la colchicina per il trattamento della febbre familiare e 
per la gotta. 
La sua azione antimitotica la indica come possibile 
antitumorale, ma  questo e’ messo in discussione dal 
basso indice terapeutico e dall’alta tossicità 
(neutropenia, problemi gastrointestinali, danno al 
midollo osseo e anemia)
La Colchicina è stata usata in 
medicina popolare a lungo per la 
cura della gotta, pericarditi, 
sindrome di Bechet (una malattia di
La colchicina sembra pero’ essere un buon punto di 
partenza per lo sviluppo di nuovi farmaci:
inibendo la polimerizzazione dei microtubuli puo’ avere 
un target nella angiogenesi del tumore, sia impedendo 
la formazione di nuovi vasi che distruggendo quelli 
preesistenti. I microtubuli infatti giocano un ruolo 
fondamentale nella biologia cellulare dell’epitelio 
vascolare. 
Inoltre  sia i tassani che i derivati della vinca inducono 
MDR, sia attraverso l’aumento dell’espressione delle 
pompe di efflusso (Pgp) che attraverso la mutazione  
della tubulina e/o l’overespressione di isoforme della 
βIII-tubulina, mentre questo non sembra essere 
correlato al trattamento con i derivati della colchicina.
L’interesse per i derivati della colchicina come possibili 
nuovi farmaci e’ dimostrato dall’incremento delle 
pubblicazioni che li riguardano:
La colchicina e molti suoi derivati sono molecole 
piccole che presentano un ampio margine per 
l’introduzione di nuove modificazioni per modularne 
l’attivita’ o la farmacocinetica. 

Molte molecole naturali sono attualmente in 
studio . Uno dei problemi di queste molecole, 
oltre alla tossicità, è la bassa idrosolubilità che 
non le rende adatte alla somministrazione orale. 
Per questo molte derivatizzazioni sono volte a 
migliorare anche questo aspetto
combrestatina
Recentemente e’ stato risolta la struttura dei 
complessi  della tubulina con la colchicina e 
altre molecole correlate
questo ha permesso di identificare le 
caratteristiche chimiche che potrebbero essere 
utili nel drug design.
In realta’ molte delle molecole studiate, sia i 
composti naturali di partenza sia quelli ottenuti 
combinando caratteristiche ritenute interessanti 
per aumentarne l’efficacia terapeutica e 
diminuirne la tossicità, non sembrano limitare il 
loro effetto solo l’interazione con i microtubuli, 
ma presentano effetti che indicano la presenza 
di altri bersagli in diversi pathway cellulari. 
In realta’ possono agire sul citoscheletro anche in 
interfase e avere anche altri bersagli
Torniamo a noi
Substituted 3-(5-imidazo[2,1-b]thiazolylmethylene)-2-indolinones and analogues: synthesis, 
cytotoxic activity, and study of the mechanism of action.
Andreani A, Granaiola M, Locatelli A, Morigi R, Rambaldi M, Varoli L, Calonghi N, Cappadone
C, Farruggia G, Stefanelli C, Masotti L, Nguyen TL, Hamel E, Shoemaker RH. J Med Chem. 2012 
Mar 8;55(5):2078-88.
Intracellular magnesium content decreases during mitochondria-mediated apoptosis induced
by a new indole-derivative in human colon cancer cells.
Cappadone C, Merolle L, Marraccini C, Farruggia G, Sargenti A, Locatelli A, Morigi R, Iotti S. 
Magnes Res. 2012 Jul-Sep;25(3):104-11
vincristina
Yan Lu, Jianjun Chen, Min Xiao, Wei Li & Duane D. Miller
An Overview of Tubulin Inhibitors That Interact with the Colchicine Binding Site
Pharm Res (2012) 29:2943 – 2971
2-Indolinones (181-183, Fig. 13), a series of methylene-bridged
heterocycles discovered by Andreani et al. (148,149) have
similar inhibitory effects on colchicine binding site and tubulin
polymerization.
These compounds arrest the cells in the G2/M phase of the cell
cycle, and are associated with activation of apoptosis, disrupt
the mitochondrial membrane potential, and increase ROS
production and Bax translocation into mitochondria.
The apoptosis in the HT-29 cells is accompanied by caspase
activation and phosphatidylserine externalization. Interestingly,
the most potent compounds 181 and 183, which show more
potent mean GI50 (40 –70 nM in NCI screening) than vincristine
(GI50 200 nM), strongly inhibit the activation of the kinase Akt
associated with cell survival and proliferation.
Substituted 3-(5-imidazo[2,1-b]thiazolylmethylene)-2-
indolinones and analogues: synthesis, cytotoxic activity, and 
study of the mechanism of action.
Andreani A, Granaiola M, Locatelli A, Morigi R, Rambaldi M, 
Varoli L, Calonghi N, Cappadone C, Farruggia G, Stefanelli C, 
Masotti L, Nguyen TL, Hamel E, Shoemaker RH.
J Med Chem. 2012 Mar 8;55(5):2078-88.
vincristina


1 STEP 
NCI 60 CELL ONE-DOSE  SCREEN
Collaborazione con National Cancer Institute
Sezione Developmental Therapeutic Program (DTP) 
http://dtp.nci.nih.gov/index.html
1 STEP:   NCI 60 CELL ONE-DOSE SCREEN
Saggio dell’attività antiproliferativa delle molecole alla 
concentrazione 10 µM (10-5M) su un pannello di 60 linee 
cellulari organizzate in sottopannelli rappresentanti:
Leucemia
Melanoma
Tumori solidi: Cancro del polmone, colon, rene, ovario, 
mammella, prostata e sistema nervoso centrale
Viene valutata la % inibizione della crescita a 48 h e la 
soglia di “accettazione” è stabilita sullo storico per 
molecole simili gia’ analizzate presso NCI
(DEI 40 COMPOSTI NE SONO PASSATI 22)
2 STEP:  NCI 60 CELL FIVE-DOSE SCREEN
Solo le molecole attive a questa concentrazione 
passano allo step successivo, la valutazione degli 
effetti a 5 concentrazioni in scala log, da 10-9 a 10-4M 
e vengono valutate:
INIBIZIONE DELLA CRESCITA (GI50)
EFFETTO CITOSTATICO TOTALE (TGI)
EFFETTO CITOSTATICO (LC50)
I dati  sono comparati con quelli ottenibili con la 
molecola considerata “capostipite” o comunque 
strutturalmente simile a quelle testate , nel nostro 
caso la VINCRISTINA. Ovviamente si compara con una 
molecola utilizzata in clinica….
Concentrazioni espresse come microM
10 composti hanno passato questo screening
NCI ha selezionato questi 10 composti  per uno studio più 
approfondito.
Analisi  con il programma NCI COMPARE
data base on line e strumento di comparazione che 
analizza i dati di citotossicita’ sia one-dose and five-dose 
per l’intero pannello da 60 linee cellulari, per trovare le 
similitudini tra i profili di attivita’ citotossica ottenuti e 
quelli di molecole gia’ screenate dal DTP.  
Viene fornito un coefficiente di correlazione che riguarda
la  similitudine tra le molecole esaminate e quelle gia’ 
presenti.
Una stretta correlazione dimostra l’importanza
biologica e farmacologica e implica un target
molecolare comune, indipendentemente dalle
differenze nella struttura molecolare.
Una correlazione tra la citotossicita’ di composti di cui
e’ noto il meccanismo biologico è spesso predittivo del
meccanismo d’azione e quindi puo’ essere uno
strumento nello sviluppo di nuove molecole.
Infine puo’ indicare che il meccanismo d’azione e’
unico per quella data molecola che non risulta in
nessun modo correlata a molecole gia’ presenti nel
database.
COMPARE:  similitudine con la Vincristina, 
target  suggerito la TUBULINA
I piu’ potenti sono 5, 31, 38 e 39
Figure 1.
Two distinct orientations for the binding modes of the compounds in β-
tubulin. Carbon atoms of 5, 9, 33, 36, 38, and 39 are colored cyan, and those 
of 30, 31, and 29 are purple.
Sulfur, oxygen, nitrogen, chlorine and hydrogen atoms are colored yellow, red, 
blue, green and white, respectively.
A questo punto entriamo noi!
Effetto sul ciclo cellulare di 38, 31 e 
5 alle concentrazioni 100 e 500 nM
in HT29 cell (colon 
adenocarcinoma umano)
BLOCCO IN G2/M
Espressione di 
p21 aumentata in 
tutti i trattati
Nuclei were stained with propidium iodide (red 
fluorescence). p21 was stained with FITC
antibody and results in green fluorescence.
Determinazione della vitalita’ (A)
a 24 ore di trattamento
Attivita’ caspasica (B)
Determinazione dell’esposizione di 
Fosfatidil serina nella faccia esterna in 
cellule vive, che escludono il PI
COMPOSTO  5  24 ore di  
trattamento alla 
concentrazione 500 nm in 
cellule HT29.
Determinazione del potenziale 
mitocondriale e della 
produzione di specie reattive 
dell’ossigeno 
Determinazione di Bax in 
immunofluorescenza
L’apoptosi e’ 
evidentemente 
indotta dalla via 
mitocondriale
Cellule trattate 3 ore 
con i composti indicati 
1 μM in cellule HeLa.
38 e 31 riducono drasticamente
la fosforilazione di Akt,
Riducono in modo piu’ blando
la fosforilazione di ERK1/2, JNK, 
p38 e AMPK
Nessun effetto su Thor.
Quindi probabilmente 31 e 38 
agiscono attraverso la via di
segnalazione di AKT
•E  5 ? Anche se non sembra condividere gli stessi bersagli, manifesta 
alcune caratteristiche interessanti:
•E’ l’unico in cui gli effetti sono dose-dipendenti
•Induce la massimale risposta apoptotica
•Induce la produzione di ROS e la depolarizzazione del mitocondrio
Intracellular magnesium content decreases during mitochondria-mediated
apoptosis induced by a new indole-derivative in human colon cancer cells.
Cappadone C, Merolle L, Marraccini C, Farruggia G, Sargenti A, Locatelli A, Morigi
R, Iotti S.Magnes Res. 2012 Jul-Sep;25(3):104-11
vincristina
analisi citofluorimetrica del contenuto 
di DNA in HT29 di controllo e trattate 
per 24 ore  con il composto 5 500 nm
Determinazione del citocromo c
intracellulare in HT29 di controllo 
e trattate per 24 ore con 5
Determinazione del 
magnesio libero 
(Mag-fluo 4) e totale 
(DCHQ5) in HT29 di 
controllo e trattate 
per 24 ore con 5
Variazione del potenziale mitocondriale 
rispetto al controllo in cellule  HT29 trattate 
per 0,5, 2 e 48 ore con composto 5 500nM
Magnesio libero Magnesio totale
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Il blocco del ciclo cellulare mediato da 
5  dipende dalla presenza di p53?
HT29, SaOs-2 presentano p53 mutata o deleta. 
Si bloccano in G2/M
MCF7, U2OS presentano p53 wild-type.
Si bloccano in G0/G1
Gli studi stanno proseguendo….
